Métodos de disrupción celular para microalgas by Llorens Escobar, Laura
 UNIVERSIDAD DE OVIEDO 
MASTER UNIVERSITARIO EN BIOTECNOLOGÍA ALIMENTARIA 
 
 
 
 
MÉTODOS DE DISRUPCIÓN CELULAR 
PARA MICROALGAS 
 
 
 
 
 
 
TRABAJO FIN DE MASTER 
POR 
 
LAURA LLORENS ESCOBAR 
 
 
 
 
 
 
JULIO, 2015
 
  
 
ÍNDICE 
 
 
RESUMEN V 
ABSTRACT VI 
ÍNDICE DE FIGURAS VII 
ÍNDICE DE TABLAS IX 
1. INTRODUCCIÓN 1 
2. CONSIDERACIONES TEÓRICAS 5 
2.1. Microcystis aeruginosa 6 
2.2. Microcistinas 7 
2.2.1.Funciones de las microcistinas 8 
2.2.2.Toxicidad de las microcistinas 9 
2.2.3. Efectos de las microcistinas en el ecosistema 9 
2.2.4. Efectos de las microcistinas en los seres humanos 10 
2.2.5. Legislación 11 
2.3. Métodos de ruptura celular 12 
2.3.1. Microondas 13 
2.3.2. Congelación – descongelación 13 
2.3.3. Molienda con esferas 14 
2.4. Técnicas de análisis de la ruptura celular 14 
2.4.1. Microscopía 14 
2.4.2. Lector de microplacas ELISA 15 
2.4.3. Microscopía fluorescente 16 
3. METODOLOGÍA UTILIZADA 18 
3.1. Microondas 19 
3.1.1. Equipo 19 
3.1.2. Estudios previos 19 
3.1.3. Protocolo final: microondas 30 
3.2. Congelación – descongelación 31 
3.2.1. Equipos 31 
3.2.2. Estudios previos 31 
3.1.3. Protocolo final: congelación – descongelación 33 
 3.3. Molienda con esferas 34 
3.3.1. Equipo y útiles necesarios 35 
3.3.2. Estudios previos 35 
3.3.3. Protocolo final: molienda con esferas 36 
4. RESULTADOS EXPERIMENTALES 38 
4.1. Microondas 39 
4.1.1. Resultados del ensayo en microondas con C. vulgaris 39 
4.1.2. Resultados del ensayo en microondas con M. aeruginosa 40 
4.2. Congelación – descongelación 41 
4.2.1. Resultados del ensayo de congelación - descongelación con 
C.vulgaris 
41 
4.2.2. Resultados del ensayo de congelación - descongelación con M. 
aeruginosa 
42 
4.3. Molienda con esferas 44 
4.3.1. Resultados del ensayo de molienda con esferas en C.vulgaris 44 
4.3.2. Resultados del ensayo de molienda con esferas en M. aeruginosa 45 
4.4. Comparación de los diferentes métodos estudiados 46 
4.4.1. Comparación de los diferentes métodos para C. vulgaris 46 
4.4.2. comparación de los diferentes métodos para M. aeruginosa 47 
4.5. Resultados de microscopía fluorescente 48 
4.6. Recuento celular al microscopio 49 
5. CONCLUSIONES 51 
6. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 53 
APÉNDICE 56 
a. Tablas 57 
A.1.Tabla de resultados para los ensayos en microondas 57 
A.2.Tabla de resultados para los ensayos en congelación – 
descongelación 
62 
A.3.Tabla de resultados para los ensayos de molienda con esferas 63 
 RESUMEN 
 
La eutrofización antrópica es un fenómeno que ha ido aumentando con el paso de 
los años y cuya causa principal son las actividades humanas. Este fenómeno se puede 
visualizar principalmente en aguas que permanecen estancas durante elevados periodos de 
tiempo como son los lagos, reservorios o embalses.  
Estas zonas se encuentran enriquecidas en nutrientes, especialmente fosfatos y 
nitrógeno, lo que lleva a la eutrofización de estos ecosistemas y constituye un medio de 
cultivo muy apropiado para el florecimiento incontrolado de organismos como 
cianobacterias. 
Es la producción de cianotoxinas por parte de estos organismos lo que supone un 
grave riesgo sanitario que puede afectar a miles de personas y animales de un entorno. De 
entre todas las cianobacterias que pueden proliferar en alguno de los ecosistemas antes 
mencionado, Microcystis aeruginosa, objeto de este trabajo, es la principal cianobacteria 
presente en estas zonas y que además produce cianotoxinas denominadas microcistinas [3].  
Las especies del género Microcystis son las responsables de más del 60% de las 
intoxicaciones ocurridas en el mundo. Sin embargo, no todas las especies de este género 
presentan toxicidad, siendo ésta dependiente de las cepas. Pudiendo ocurrir incluso que en 
un mismo ecosistema convivan especies tóxicas y no tóxicas [4].  
Microcystis aeruginosa es una de las principales productoras de microcistinas, 
aunque no es la única. Sin embargo, es elegida para este estudio porque además de 
producir las citadas toxinas también se encuentra de forma habitual en los ecosistemas 
eutrofizados. 
El objetivo general de este proyecto es el desarrollo y caracterización de los 
diferentes métodos mecánicos y físicos de ruptura celular para la cianobacteria Microcystis 
aeruginosa que llevarían a la liberación de los compuestos intracelulares y posibilitarían la 
posterior extracción de las cianotoxinas para su comercialización.  
De manera más específica, los objetivos que se plantean en este trabajo son los 
siguientes:  
1. Desarrollar y caracterizar los diferentes métodos de disrupción celular.  
 2. Determinar la efectividad de ruptura celular obtenida para cada uno de los 
métodos estudiados.  
3. Comparar la efectividad en la ruptura celular frente a cada uno de los métodos 
llevados a cabo. 
4. Comparar la efectividad de los diferentes métodos para las diferentes microalgas 
estudiadas, Microcystis aeruginosa y Chlorella vulgaris.  
 
Resumiendo, con este trabajo se pretenden desarrollar algunos de los diferentes 
métodos de ruptura celular que permiten extraer de las células de las microalgasi una amplia 
variedad de compuestos de alto valor. Este trabajo se centra principalmente en estudiar los 
diferentes métodos de ruptura celular en Microcystis aeruginosa para posteriormente realizar 
la extracción de las cianotoxinas con el fin de que puedan ser utilizados para investigar la 
problemática que presentan los florecimientos de estos microorganismos en las aguas 
estancas. También se experimenta la ruptura celular de Chlorella vulgaris ya que contiene 
en su interior compuestos de interés biotecnológico y es una de las microalgas más 
conocidas y estudiadas, además de que sus células son difíciles de romper. Por estos 
motivos es utilizada como elemento comparativo. 
 
                                                 
i
 En este texto, las cianobacterias a pesar de ser organismos procariotas van a ser incluidas dentro del término 
microalgas. 
